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論文内容の要旨 
  
 高齢化を背景とした動脈硬化や糖尿病といった心血管リスクを伴う患者の数の増大とともにアスピリン
の使用は増えてきている。カプセル内視鏡やダブルバルーン内視鏡の普及にともない、アスピリンは胃の
障害のみならず、小腸にも障害を来すことが明確となった。その機序については幾多の研究がなされてい
るにもかかわらず具体的な治療の手段に結びつくものがない。したがって、予防や治療に繋がる知見が必
要と考えられた。MDR（Multidrug Resistance）1は膜トランスポーターの ABCスーパーファミリーの中の
一種である。MDR1は癌の多剤耐性獲得機序を解明する過程で発見された膜表面に存在するトランスポータ
ーであるが、癌組織のみならず、腎臓、肝臓の胆管上皮といった、健常組織の中でも存在する事が報告さ
れている。また MDR1 は小腸大腸の粘膜上皮にも発現している。小腸大腸においては細胞内に取り込まれ
た不必要、または毒性のある物質やその代謝物などを排出する働きがある。最近の研究において胃潰瘍と
MDR1の遺伝子多型（変異）との関連を調べた論文がレポートされたが、小腸に関しては報告がない。今回
の研究において MDR1を過剰発現する Caco2細胞と MDR1の阻害剤を用いることでアスピリンによる小腸上
皮障害における MDR1の役割を検討した。 
 Caco2 細胞への MDR1 遺伝子の導入はヒトの cDNA から MDR1 遺伝子を pcDNA ベクター(Mirus 社, アメ
リカ)に組み込み、LT1 を用いてリポフェクションにて Caco2 細胞に遺伝子導入した。遺伝子導入細胞は
600µg/ml の G418を加えた培養液にて選択し、G418抵抗性の細胞を MDR1遺伝子高発現細胞とした。 
ヒトの大腸癌の細胞である Caco2 細胞は分化すると小腸上皮化することが知られている。細胞は
37℃、CO2 5.0% 条件下のインキュベーターで 2 週間培養した後、実験に用いた。 
MDR1 の mRNA の発現量の解析は PCR にておこなった。mRNA 発現は Real Time PCR にて定量的に測
定した。またタンパクの発現量をウエスタンブロッティングにて解析した。結果として MDR1 遺伝子
導入細胞は mRNA,タンパクのどちらのレベルにおいても恒常的に MDR1 が高発現していることが示さ
れた。 
アセチルサリチル酸（アスピリン）による細胞の活性の変化は WST-8 のキット(Roche Diagnostics, 
ドイツ)を用いて行った。アスピリンの選択的阻害剤であるベラパミルやアスピリンを添加された 24 時
間後の Caco2 細胞の培養液を除去したのち、キットの試薬を用いて ELISA リーダーにて 450nm の吸光
度を測定することによって細胞活性を評価した。細胞死の画像的評価はアスピリンを加えた 24時間後の
Caco2 細胞に 0.15mg/ml の濃度のヘキスト 342 染色を行い、核のクロマチンの凝集の様子をランダムに抽
出した 5 視野での陽性率にて評価した。アスピリンによる細胞障害は MDR1 を高発現している細胞群では
アスピリンによる障害が軽減されていた。またベラパミルによる MDR1 の阻害によって細胞障害が増強す
ることが示された。 
仮想小腸上皮として頻用される Caco2 細胞による膜透過性実験においてはアセチル基に 14C の炭素
同位体を標識したアスピリンを購入して用いた。底面が半透膜であるトランスウェル上で Caco2細胞を分
化するまで十分に培養し、細胞は培養液を破棄した後、Hank’s balanced salt solution に置き換え、実
験前に経上皮/内皮電気抵抗(TEER)を測定し、十分にタイトジャンクションが形成されていることを確認
した。アスピリンとして 1mM,(14C 標識されたアスピリンはそのうちの 0.1%)を基底膜の上側を管腔側
（Apical）,下側の基底膜側(Basal)のどちらかに添加し、添加した反対側から経時的にサンプリングを行
った（30.60.90.120 分）。実験は Apical、Basal 側も同一の PH=7.4 の条件下、室内で 37 度の恒温槽上で
振とうを加えながら行った。評価としては膜透過性として面積、秒あたりの透過スピードの Papp、及び双
方向の動きを比率化した efflux ratioにて評価した。結果として腸管上皮側（Apical）への 14Cラベルア
スピリンの添加（１ｍM）ではベラパミルによる処理によって 120分後の腸管基底膜側(Basal)でのアスピ
リン濃度は有意に上昇し、逆に基底膜側(Basal)に 14Cアスピリンを添加したところ、１２０分の段階では
ほぼ同じ値になるものの途中経過においてベラパミル処理をすると上皮側(Apical)のアスピリン濃度は
低下することが示された。またベラパミルは有意に efflux ratio を低下させることが示され、アスピリ
ンが MDR1の基質であると考えられる結果であった。 
細胞内アスピリン濃度の検討においては MDR1 高発現細胞では細胞内のアスピリン残留は少なく、阻害
剤であるベラパミルによって細胞内の残留濃度が増強することが示されたがその差は高発現細胞群のみ
で有意差を認めた。 
 
以上の結果よりアスピリンが MDR1 トランスポーターによって能動的輸送を受けており、その輸送によ
り細胞内から細胞外への排出を促進し、小腸上皮細胞においてはアスピリンによる細胞障害を軽減する役
割をしていると考えられ、現在アスピリンを含む NASIDs による小腸粘膜障害に対する有効な薬物療法が
確立していない状況において小腸粘膜障害の予防や治療の確立に向けて有意義なデータとなるものと考
えられた。 
 
